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Efecto del Cloruro de Calcio en la Fermentacion del Mosto de Agave
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Resumen— Este estudio evalia el efecto de diferentes
concentraciones de cloruro de calcio (CaCL:) en la fermentacion
del mosto de Agave tequilana Weber var. azul, con el objetivo de
optimizar el rendimiento alcohdlico y la actividad fermentativa
de las levaduras. Se prepararon 4 tinas de fermentacion
inoculadas con levadura Saccharomyces cerevisiae 'y
suplementadas con fosfato diamonico. Las concentraciones de
CaCl: evaluadas fueron 0.05, 0.075 y 0.1 g/L, dejando una tina
como control sin adicién del compuesto. Durante cinco dias se
realizaron mediciones cada 12 horas de las variables de aziicares
reductores totales y directos, °Brix, pH y rendimiento
alcohdlico. El disefio experimental fue de bloques
completamente al azar con tres repeticiones, y los datos fueron
analizados mediante ANOVA y prueba de Tukey. Los
resultados dicen que la concentracion de CaCl: no influye de
manera significativa en la cinética de fermentacion, asi como en
la eficiencia de la fermentacion. Esta investigacion pretende
ayudar a la mejora de los procesos de fermentacion del jugo de
agave en la industria tequilera por medio de estrategias basadas
en evidencia cientifica.

Palabras clave: azucares reductores totales, catalizador,
cinética de reaccion, fermentacion.

Abstract— This study evaluates the effect of different
calcium chloride (CaCl:) concentrations on the fermentation of
Agave tequilana Weber var. azul must, with the aim of
optimizing alcohol yield and the fermentative activity of the
yeasts. Four fermentation vats were prepared, inoculated with
Saccharomyces cerevisiae yeast and supplemented with
diammonium phosphate. The CaCl: concentrations evaluated
were 0.05, 0.075, and 0.1 g/L, with one vat kept as a control
without the compound. Over five days, measurements of total
and direct reducing sugars, °Brix, pH, and alcohol yield were
taken every 12 hours. The experimental design was a
randomized complete block design with three replicates, and the
data were analyzed by ANOVA and Tukey's test. The results
indicate that CaCl. concentration did not significantly influence
either the fermentation kinetics or the fermentation efficiency.
This research aims to contribute to improving agave juice

orozco.chavez.3582@gmail.com

fermentation processes in the tequila industry through
evidence-based strategies.

Keywords— Catalyst, Fermentation, Reaction Kinetics, Total
Reducing Sugars.

I. INTRODUCCION

La produccion de bebidas alcohdlicas mediante la
fermentacion de sustratos derivados de diferentes plantas es
una  practica  ancestral que ha  evolucionado
significativamente gracias a los avances en tecnologia y
ciencia. Entre estas bebidas, el tequila ocupa un lugar especial
debido a su denominacion de origen y su importancia cultural
y econdmica para regiones de México, en particular Jalisco.
El proceso de elaboracion del tequila involucra Ila
fermentacion del mosto de Agave tequilana Weber var. azul,
un paso critico que influye en la calidad y el rendimiento del
producto final [1-2]. El mosto de agave contiene azucares
complejos y nutrientes que deben ser metabolizados por las
levaduras durante la fermentacion. Sin embargo, la
composicion quimica del mosto, asi como las condiciones
fisicoquimicas de la fermentacion, pueden influir de manera
significativa en la actividad de las levaduras y en Ia
produccion de etanol [3]. En este contexto, la adicion de sales
minerales, como el cloruro de calcio (CaCl,), juega un papel
importante en la regulacion de las condiciones del medio
fermentativo [4].

El calcio es un ion esencial que afecta diversos aspectos de
la fisiologia celular de las levaduras, incluidas la
estabilizacion de la membrana celular, la actividad
enzimatica y la capacidad de respuesta al estrés osmotico [5-
6]. La adicidén de calcio en forma de cloruro de calcio puede
mejorar la viabilidad y la actividad fermentativa de las
levaduras Saccharomyces cerevisiae, la especie més utilizada
en la industria tequilera. Por otro lado, las concentraciones
excesivas de CaCl, pueden generar efectos inhibitorios sobre
las células, debido a la alteracion del equilibrio osmotico y el



potencial de membrana [7]. Este fenomeno subraya la
necesidad de investigar las concentraciones oOptimas que
permitan maximizar la produccion de etanol sin comprometer
la salud celular. Ademads, en otros procesos fermentativos han
mostrado resultados contradictorios en cuanto a la aplicacion
de calcio, lo que sugiere la importancia de realizar estudios
especificos para cada tipo de sustrato y condicion
fermentativa.

A pesar de la importancia del calcio en procesos de
fermentacion, existe una falta de estudios sistematicos que
evaluten el efecto de diferentes concentraciones de cloruro de
calcio en la fermentacion del mosto de Agave tequilana
Weber var. azul. El entendimiento limitado de los niveles
optimos de CaCl, que maximizan la produccion de etanol sin
efectos adversos representa un obstaculo para la optimizacion
de la produccion de tequila. El conocimiento disponible
proviene principalmente de investigaciones en otros
contextos fermentativos, como la elaboracion de cerveza o
procesos industriales de bioetanol, donde el impacto del
cloruro de calcio ha mostrado ser variable segin las
condiciones especificas del medio [8-9]. Esta brecha en la
investigacion limita la capacidad de los productores de
tequila para ajustar de manera efectiva los parametros de
fermentacion, lo que podria traducirse en variaciones de
calidad y eficiencia.

La necesidad de profundizar en la comprension del papel
del cloruro de calcio en la fermentacion del mosto de agave,
con el fin de optimizar los procesos de produccion de tequila.
Evaluar el efecto de diferentes concentraciones de CaCl,
permitira  establecer pardmetros mas precisos que
contribuyan a mejorar el rendimiento y la calidad del
producto final, beneficiando tanto a los pequefios como a los
grandes productores. El potencial impacto de los resultados
de esta investigacion radica en proporcionar un marco técnico
y cientifico que permita la aplicacion de protocolos de
adicion de sales optimizados. Ademas, este trabajo podria
sentar las bases para futuras investigaciones relacionadas con
el uso de otros compuestos minerales en procesos de
fermentacion alcoholica del tequila. En sintesis, la evaluacion
del efecto de diferentes concentraciones de cloruro de calcio
en la fermentacion del mosto de Agave tequilana Weber var.
azul no solo busca llenar un vacio en la literatura existente,
sino también contribuir a la mejora continua de los procesos
productivos en la industria tequilera.

II. MATERIALES Y METODOS

La recepcion del mosto se llevo a cabo en el Laboratorio
de Analisis de Alimentos y la medicién del pH mediante un
potenciometro digital (Consort, C3030), grados brix
mediante un sacarimetro de bulbo de vidrio graduado de
rango 0 a 30 (VIRESA, TDM-241178) y temperatura con un
termometro de vidrio clase A de escala -20 a 110 °C
(LAUKA, LAUKA04025).
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Se prepararon 4 tinas de fermentacion con 10 L de Jugo de
Agave tequilana Weber Variedad Azul a 10.5 °Brix. El ajuste
de los °Brix se llevo a cabo a través de las siguientes formulas
y mediante la incorporacion de agua desionizada o
bidestilada.

A=V - (1)
r

Donde:

Ci = °Brix iniciales del mosto

Vi = Volumen inicial del mosto (Litros)

Cf = °Brix deseados finales del mosto

A = Volumen de agua desionizada a incorporar (Litros)

También se ajusto el pH a 3.7 mediante la incorporacion
de carbonato de sodio (Na,COs3) y la temperatura a 40°C. Se
incorpor6 la levadura de la marca Saf-Instant en una
concentracion de 0.2 g/l de mosto en cada una de las 4 tinas
de fermentacion previamente preparadas.

El nutriente que se adicion6 a cada una de las 4 tinas de
fermentacion incluyendo la tina blanca fue el fosfato
diamoénico (DAP) en una concentracion de 0.3 g/LL de mosto.
Iniciando al extraer un litro de mosto e incorporarle el
nutriente en polvo para ser disuelto, posteriormente se
incorpord a las tinas de fermentacion de 10 L. Posteriormente
se incorpor¢ la variable independiente, es decir, el cloruro de
calcio (CaCly) en una concentracion de 0.05, 0,075 y 0.1 g/L
en las tinas de fermentacion 1, 2 y 3, respectivamente; se dejo
una tina 4 como blanco, es decir, sin incorporacion de CaCl,.

Las variables de respuesta que se midieron en este estudio
durante la fermentacion del Jugo fueron azucares reductores
totales (ART), azucares reductores directos (ARD), grados
brix (°Brix), pH y rendimiento alcohdlico (RA).

La determinaciéon de ART y ARD fueron conforme a lo
establecidos en la Norma Mexicana MNX-V-006-
NORMEX-2019, Bebidas alcohodlicas-determinacion de
azucares reductores directos y azucares reductores totales-
método de ensayo (prueba); por su parte, la determinacion de
pH se llevo a cabo mediante un potencidometro electronico
(Consort, C3030); el contenido de solidos solubles se
determiné mediante un refractometro de 0-30 °Brix y el
contenido alcoholico mediante un densimetro-alcoholimetro
0 a 20 °GL.; la técnica de determinacion del contenido
alcohdlico fue basada en la Norma Mexicana NMX-V-013-
NORMEX-2019, Bebidas alcohoélicas-determinacion del
contenido alcohodlico (por ciento de alcohol en volumen a
20 °C) (% Alc. Vol.)- método de ensayo (prueba).

Estos analisis se llevaron a cabo cada doce horas durante
los 5 dias de duracion de la fermentacion, iniciando en el
tiempo cero o tiempo inicial; para hacer un total de 11 tomas.
Esta actividad se llevo a cabo en cinco repeticiones durante
las fechas previstas en el cronograma preliminar de
actividades.



El disefio estadistico que se llevo a cabo fue bloques
completamente al azar con tres repeticiones. El analisis de los
resultados obtenidos se hizo mediante el paquete estadistico
MINITABI16, al comparar y buscar diferencias entre las 3
concentraciones de cloruro de calcio y el blanco en las
diferentes variables de respuesta estudiadas. Las variables
con diferencias estadisticas en la ANOVA se tratardn con un
analisis de comparacion de medias Tukey.

III. RESULTADOS

Cinética de fermentacion

Las figuras 1, 2 y 3 muestra una tendencia de degradacion
de azucares muy similar en los cuatro tratamientos con
respecto al tiempo, ya que cada uno de los puntos se
superponen o quedan muy préximos entre si, sin que se
aprecie una separacion consistente entre grupos. Esta caida
no es lineal, sino que muestra una disminuciéon mas
pronunciada entre las 25 y 65 horas, donde los °Bx bajan de
~10 a ~3, para luego estabilizarse en valores bajos hacia el
final. El tipo de tratamiento no tuvo efecto diferenciador
sobre el consumo de los azucares sin importar la cantidad de
CaCly; ya que, la disminucion de °Bx parece depender
principalmente del tiempo de proceso y no del tratamiento
aplicado.
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Fig. 1. Grados Brix en la cinética de fermentaciéon de mosto de
agave.
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Fig. 2. Azucares reductores totales en la cinética de fermentacion
del mosto de agave.
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Fig. 3. Azucares reductores directos en la cinética de fermentacion
del mosto de agave.

Riqueza Alcohdlica

Se puede observar en la tabla 1 que la riqueza alcohodlica
generada en los cuatro tratamientos (C, 0.05, 0,075y 0.1 g/L)
tuvieron en promedio 5.31, 5.32, 538 y 5.37%,
respectivamente; siendo la dosis de 0.075 g/L la que genero
la mayor cantidad de alcoholes con 0.07% mas que el
tratamiento menor (grupo control). El andlisis de varianza
(ANOVA) muestra que no existe diferencia significativa
entre los diferentes tratamientos con un valor de p=0.754.

TABLAI
RIQUEZA ALCOHOLICA EN LA FERMENTACION DEL MOSTO DE AGAVE

Trat/ Ira 2da 3ra 4ta 5ta |Promedio +
Corrida DE
CONTROL |5.32%5.31%(5.12% [ 5.50% | 5.28% [5.31 + 0.14%)
UNO 5.51%(5.32%5.10% [ 5.36% | 5.31%5.32 £ 0.15%
DOS 5.49%|5.38% [5.17% | 5.43% | 5.44%15.38 + 0.12%,
TRES 5.43%|5.37%[5.18% | 5.43% [ 5.43%5.37 + 0.11%,

IV.DISCUSION

Los resultados obtenidos en este estudio muestran que,
dentro del intervalo de concentraciones evaluado (0.05-0.1
g/L), el CaCl: no modific6 de manera significativa ni la
cinética de degradacion de azlicares ni el rendimiento
alcohdlico final (p = 0.754).

Este resultado contrasta, en apariencia, con el papel
fisiolégico que se ha documentado para el calcio en la
fisiologia de las levaduras, donde este ion participa en la
estabilizacion de la membrana plasmatica, la modulacion de
enzimas Ca*-dependientes y la sefializacion asociada a la
respuesta frente al estrés osmoético [5-6]. Sin embargo, la
magnitud y el sentido de este efecto son altamente
dependientes tanto de la concentracion empleada como de la
cepa de levadura utilizada. Pienasthika et al. [7] reportaron
que el CaCl: favorece la floculacion de S. cerevisiae solo bajo
combinaciones especificas de concentracion y pH;
Chotineeranat et al. [8], trabajando con mieles de cafia,
observaron una mejora en el rendimiento de etanol
unicamente dentro de un intervalo estrecho de concentracion
de calcio, mientras que dosis mayores no aportaban un
beneficio adicional; y Nabais et al. [9] sefialaron que el
incremento en la tolerancia al etanol de S. bayanus inducido



por el calcio depende de la fase de crecimiento y de la
concentracion de azicares del medio. En conjunto, estos
antecedentes sugieren que las concentraciones utilizadas en
el presente trabajo (0.05-0.1 g/L) pudieron ubicarse por
debajo del umbral necesario para inducir una respuesta
fisiologica detectable en las condiciones especificas del
mosto de agave.

Asimismo, debe considerarse que el mosto de Agave
tequilana Weber var. azul contiene de manera natural
minerales, incluido calcio, provenientes del tejido vegetal y
de los procesos de coccion e hidrdlisis de la pifia de agave.
Es posible que la concentracion basal de este ion en el mosto
ya fuera suficiente para cubrir los requerimientos fisiologicos
de las levaduras, lo que explicaria que la adicion exdgena de
CaClz, en las dosis aqui evaluadas, no representara una
mejora adicional.

El patrén de degradacion de azlcares observado en este
trabajo —una fase de disminucién mas pronunciada entre las
25 y 65 h, seguida de una estabilizacion hacia el final del
proceso— es congruente con el comportamiento cinético
reportado para la fermentacion de fructanos de Agave
tequilana Weber var. azul por S. cerevisiae, en donde la
velocidad de consumo de azlcares se ha asociado
principalmente con la fase de crecimiento de la levadura, mas
que con la adicion de compuestos minerales especificos [10].
Esta coincidencia entre estudios refuerza la idea de que la
cinética de fermentacion del mosto de agave esta regida en
mayor medida por la fisiologia intrinseca de la levadura y la
disponibilidad de sustratos fermentables que por la presencia
de sales minerales adicionales, al menos en el intervalo de
bajas concentraciones aqui evaluado.

Desde el punto de vista practico, la ausencia de un efecto
significativo del CaCl. sobre la cinética y la eficiencia de
fermentacion tiene implicaciones directas para la industria
tequilera: al no observarse una mejora atribuible en el
rendimiento alcoholico, la incorporacion de este compuesto
en las concentraciones evaluadas no se traduce en un
beneficio técnico que justifique su costo, lo cual es
congruente con el analisis econdmico planteado en la seccion
de conclusiones.

V. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos indican que la adicion de cloruro
de calcio (CaClz) no influye significativamente en la cinética
de fermentacion del mosto de Agave tequilana Weber var.
azul. No se observaron diferencias estadisticamente
significativas en el rendimiento alcohodlico final entre los
tratamientos.

Bajo un punto de vista econdémico no seria viable el
agregar CaCl2 ya que seria un gasto innecesario para una
produccion en las condiciones de este estudio.
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